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RESUMO

O receptor de potencial transitério anquirina 1 (TRPA1) é um canal nao seletivo para
Ca*™, expresso em neurdnios sensoriais e células ndo neuronais, o qual medeia a transducdo
da dor e a inflamacdo; tendo sido implicado na artrite reumatoide (AR). Este trabalho avaliou
a expressdo de TRPA1 em leucdécitos de sangue periférico de pacientes com AR, bem como
sua correlagdo com a dor e a prda de funcao articular, além de alteragdes imunes encontradas
em individuos com AR recebendo ou nio terapia anti-reumadtica com o modificador da doenca
leflunomida (LFN) e ou o anti-TNFa adalimumab (ADA); em comparacdo a individuos
sadios. Amostras de sangue foram coletadas de 15 individuos sadios (controle), 10 pacientes
artriticos nao submetidos a terapia anti-reumatica especifica (NST), 15 pacientes tratados com
LFN e 15 pacientes tratados com ADA. Os niveis circulantes de proteina C reativa (PCR),
fator reumatéide (FR), peréxido de hidrogénio (H,0,), 4-hidroxinonenal (4-HNE) e fator de
necrose tumoral (TNFa) foram quantificados. Ainda, avaliou-se as populagdes de leucdcitos,
o numero de hemaécias, os niveis de hemoglobina e a expressao de TRPA1 em leucdcitos do
sangue periférico. Observou-se que a expressdao de TRPA1 em leucdcitos de sangue periférico
estd aumentada em pacientes NST, e que isto estd associado ao aumento do nimero de células
polimorfonucleares e a ativacdio de células CD14". Ainda, a expressio de TRPAI
correlaciona-se com a dor e disfuncdo articular, alteracdes estas, que encontram-se reduzidas
em pacientes tratados com LFN e ADA. Demonstrou-se ainda que o tratamento com LFN ou
ADA previne a anemia relacionada a AR, sendo efetivos tanto no tratamento das alteracdes
intra quanto extra articulares decorrentes da doenga.. Em conjunto, os dados demonstram que
o TRPALI influencia a resposta dolorosa e a disfuncao articular da AR, e que sua expressio é
reduzida pelo tratamento com LFN ou ADA. Estas evidéncias, aliadas com dados promissores
na reducdo da anemia dos pacientes artriticos sugerem que o tratamento com estas drogas

anti-reumaticas € efetivo no tratamento de manifestacdes intra- e extra-articulares da AR.

Palavras-chave: Artrite reumatoide; TRPA1; dor; inflamagdo; alteracdes imunes; anemia



ABSTRACT

The transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) is a non-selective Ca™ channel
expressed on neuronal and non-neuronal cells, and mediates pain and inflammation; being
implicated in rheumatoid arthritis (RA). Here, we evaluated the expression of TRPA1 on
peripheral blood leukocytes obtained from RA patients, as well as its correlation with pain
and disability, in addtition to the immune alterations in RA patients treated or not with anti-
rheumatic drugs: the disease-modifying angent leflunomide (LFN) and the anti-TNFa
adalimumab (ADA); in comparison with healthy subjects. Peripheral blood samples were
taken from 15 healthy subjects (controls), 10 RA patients not undertaking anti-rheumatic
therapy (NST), 15 patients treated with LFN and 15 patients treated with ADA. C reactive
protein (CRP), rheumatoid factor (FR), hydrogen peroxide (H,O,), 4-hydroxynonenal (4-
HNE) and tumour necrose factor o (TNFa) levels were quantified. Also, leukocyte
subpopulations, the number of red blood cells, the levels of haemoglobin and the expression
of TRPAT on peripheral blood leukocytes, were evaluated. TRPA1 expression was increased
on NST leukocytes and this was correlated with pain and disability and was associated with
the number of polymorphonuclear cells and the activation of CDI14" cells. It was also
demonstrated that treatment with either LFN or ADA attenuates anaemia in AR, with those
treatments being effective in treating both the intra- and extra-articular disease. Overall, our
data showns that TRPA1 influences pain and disability in RA and that its expression is
reduced in patients treated with LFN or ADA. These evidences, together with the promissing
data on the anti-rheumatic therapy in reducing anaemia in RA patients suggest that these

drugs are effective in treating both the intra- and extra-articular alterations of RA.

Keywords: Rheumatoid arthritis; TRPAT; pain; inflammation; immune alterations;anaemia
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1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenga auto-imune que frequentemente esta
associada com incapacidade progressiva, complicagdes sistémicas, morte precoce € impacto
socioecondmico. A causa da artrite reumatoide € desconhecida, e o progndstico é impreciso.
Muitos avangos aconteceram no entendimento da patogénese da doenca, porém, a falta de
resposta ao tratamento em muitos pacientes t€ém estimulado o desenvolvimento de novas
pesquisas em busca de novas perspectivas terapéuticas. No Brasil, estima-se que a prevaléncia
mundial da AR seja de 1% a 3%, afetando mais mulheres do que homens, com uma
incidéncia maior na faixa etéria entre 30 e 50 anos.

Além das alteragdes articulares da AR, as quais englobam dor e inflamacao
cronica com dano e perda da fun¢do articular; uma série de complicagdes clinicas extra-
articulares podem se desenvolver nos pacientes, acomentendo a pele, coracdo, pulmoes,
sistema nervoso, olhos e o sistema hematopoiético; causando danos considerdveis ao seu
portador e subsequente diminuicdo da expectativa de vida. Dentre estas alteragdes sist€micas,
destaca-se a anemia, a qual estd associada ao aumento da deficiéncia fisica e da mortalidade
da doenca.

Diversos mecanismos associados a doenca tém sido identificados, incluindo alteragcdes
imunoldgicas e sensoriais, os quais contribuem para a progressiao da doenca, dor e disfuncio
observadas em pacientes com AR. A elucidacio destes mecanismos tem contribuido para uma
evolugdo na terapéutica da doenca, entretanto, diversos pacientes continuam irresponsivos a
terapia disponivel no mercado para o tratamento da dor e alteracOes intra-articulares; além de
continuarem também irreponsivos ao tratamento das alteracdes extra-articulares da doenca
como a artrite reumatdide.

Dentre as vias recentemente identificadas na progressdo da AR, encontra-se o
receptor de potencial transitério anquirina 1 (TRPA1), expresso em células neuronais e nao
neuronais. Evidéncias obtidas de modelos animais de AR e dor inflamatéria t€ém sugerido a
participacao destes receptores na progressdo das alteracdes articulares doenca. Ainda, dados
do nosso laboratdrio recentemente demonstraram que a ativagdo do TRPA1 modula a resposta
imune mediada por macréfagos, células estas que contribuem efetivamente para a destruicao
articular, sugerindo que este receptor pode contribuir para as altera¢des imunes caracteristicas
da AR.

Assim, avaliou-se as correlagdes da expressdo deste receptor em leucdcitos

periféricos com a dor, disfuncdo articular e alteracdes imunes observadas em pacientes com
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AR tratados ou ndo com terapia anti-reumdtica, em comparacao a individuos sadios. Avaliou-
+

se também o impacto da terapia com drogas anti-reumdticas na anemia associada

a AR.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas gerais da Artrite Reumatdide

A artrite reumatoide é uma doenca autoimune caracterizada por um Pprocesso
inflamatorio reincidente e destrutivo que afeta as estruturas articulares, levando
eventualmente a destruicdo progressiva de ossos e articulacdes. A patologia € caracterizada
por um distirbio imunoregulatério, com predominancia de células inflamatérias e tolerncia
periférica defeituosa. Estes eventos imunopatoldgicos ocorrem predominantemente dentro das
articulacdes e particularmente dentro da membrana sinovial como o principal local de agdo de
células mononucleares (MORADI et al., 2014).

A doenga estd associada a destrui¢do progressiva das articulagdes e, dependendo da
gravidade, pode ser acompanhada de manifestagdes sistémicas, incluindo efeitos sobre o
sangue, em particular, a anemia que € uma manifestacio muito comum na inflamacao
reumatoide que pode aumentar a atividade da AR e diminuir a qualidade de vida do paciente
(SMYRNOVA GANNA, 2014)

A exacerbacdo dos sintomas radioldgicos inicia na fase aguda, mas se agrava
principalmente, em estdgios mais avangados da doenca com a reducdo dos espacgos articulares
provocados pela inflamacao, erosdo dssea e pela sinovite, que € um dos achados mais comuns
na artrite reumatoide. Esses sintomas sdo agravados pelo stresse mecanico e os ossos afetados,
uma vez destruidos, ndao sao mais totalmente reparados mesmo ap6s o tratamento (KOH et al.,
2015).

Sem tratamento adequado, o curso da doenca € progressivo, determinando
deformidades decorrentes da lassiddo ou ruptura dos tendOes e das erosdes articulares. Os
achados tardios, incluem desvio ulnar dos dedos ou “dedos em ventania’; deformidades em
“pescoco de cisne” (hiperextensdo das articulacdes interfalangianas proximais e flexao das
interfalangianas distais - IFD); deformidades em “botoeira” (flexdo das articulagdes
interfalangianas proximais (IFP) e hiperextensdo das IFD); “maos em dorso de camelo”

(aumento de volume do punho e das articulagdes metacarpofalangeais (MCF) com atrofia
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interéssea dorsal); joelhos valgos (desvio medial); tornozelos valgos (eversdo da articulacdo
subtalar), halux valgo (desvio lateral do hdlux); “dedos em martelo” (hiperextensdo das
articulacdes metatarsofalangianas (MTF) e extensdao das IFD), “dedos em crista de galo”
(deslocamento dorsal das falanges proximais com exposicdo da cabeca dos metatarsianos) e
pés planos (arco longitudinal achatado) (VENABLES; MAINI, 2012).

Segundo Marques et al. (2015), a incapacidade funcional na artrite reumatoide
tem caracteristica multidimensional e esta associada a diversos fatores, como, por exemplo,
dor, limitacdo na mobilidade articular, destruicao de cartilagem articular, diminui¢do da forca
muscular, duracdo da doenga, atividade da doenca, além de comorbidades, sendo assim, pode
ter variagdes nos aspectos que influenciem no nivel de incapacitagao.

Michaud et al. (2012), demonstraram que a idade acima de 65 anos, o tempo de
doenca e a presenca de comorbidades sdo os principais fatores preditores de perda da
capacidade funcional (incapacitincia) na artrite reumatoide; e que esses fatores exercem um
maior efeito na progressdo do escore mensurado pelo Questiondrio de Avaliacdo da Saude
(HAQ) do que o tratamento com bioldgicos. Sendo assim, diferentes estdgios da doencga,
podem ter impactos diferentes no nivel de incapacidade dos pacientes.

A artrite reumatoide é uma doenca debilitante tanto fisicamente, quanto
emocionalmente. A destruicdo progressiva das articulacdes, muitas vezes leva grandes
deficiéncias e essas deficiéncias limitam severamente a qualidade de vida e as atividades
sociais. O i1mpacto da artrite reumatoide nas atividades de trabalho é um problema
significativo, com efeitos profundos sobre o doente e sobre a sociedade. As limitagdes fisicas
e emocionais impostas pela doenca podem afetar as atividades do paciente em casa e no
trabalho, levando a impactos no convivio familiar, reducao do desempenho no trabalho e nas
atividades sociais (TAMBORENEA et al., 2015).

O processo inflamatério estd diretamente relacionado a progressdo da artrite
reumatoide. Embora a inflamacdo ocorra de forma intensa nas articulagdes, diversas
alteracdes tanto na ativacdo de células quanto na producdo de mediadores inflamatdrios, sdao
observadas sistemicamente e podem ser detectadas no sangue periférico. A angiogénese, a
partir de vasos pré-existentes, desempenha um papel critico na patogénese da artrite
reumatoide, pois a migracdo excessiva de leucdcitos circulantes na articulacdo inflamada
exige formacdo de novos vasos sanguineos para fornecer nutrientes e oxigénio para a

articulagdo hipertréfica (ELSHABRAWY et al., 2015).
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2.2 Participacao do sistema imune na fisiopatologia da artrite reumatoide

Muitos fatores tém sido associados a artrite reumatoide, tais como fumo, doengas
bronquicas, agentes infecciosos (por exemplo, virus de Epstein-Barr, citomegalovirus,
espécies de Proteus, e Escherichia coli), embora os mecanismos permanecam ainda
desconhecidos (AUGER; ROUDIER, 1997; SYMMONS et al., 1997, KAMPHUIS et al.,
2005). Além disso, a artrite reumatoide parece estar associada a doencas periodontais
provocadas por Porphyromonas gingivalis, microorganismo capaz de promover citruliniza¢ao
de proteinas e finalmente, o microbioma gastrointestinal que agora € reconhecido por
influenciar o desenvolvimento de auto-imunidade (SCHER et al., 2010; WEGNER et al.,
2010).

A artrite reumatoide resulta na quebra de tolerancia imunoldgica, com surgimento
de linfécitos T auto reativos ou redugdo de linfocitos T supressores, ou ainda devido a um
desequilibrio entre os linfocitos T efetores e células T regulatdrias, que por algum defeito, se
mostram incapazes de bloquear a acdo de citocinas inflamatérias como TNF-a, sintetizados
por linfécitos T e mondcitos. O FNTa desempenha um papel chave nos eventos patolégicos
associados a artrite reumatoide e as células T Regulatdrias (TReg) nestes pacientes, parecem
ser incapazes de suprimir a acdo dessa citocina, e portanto, este € um importante alvo
terapéutico, bem estabelecido. Os agentes anti-TNFa revolucionaram o tratamento da artrite
reumatoide resistente aos anti-reumdticos modificadores do curso da doenca (DMARD:s),
porém diferentes tipos de anti-TNFa agem de forma diferente sobre células TReg (BLACHE
et al., 2011).

Herrath et al. (2011) demostraram que o ambiente inflamatério na artrite
reumatoide reduz a capacidade das células Treg em lidar com o grande nimero de células
inflamatorias, favorecendo a hipotese de que a atividade supressiva de linfocitos Treg pode
ser alterada ou contrabalanceada por linfécitos T ativados, nas articulagdes que sdo menos
suscetiveis a supressao.

Os linfécitos T CD4'CD25" sdo um subconjunto de células T que estdo
envolvidas tanto na tolerancia imunoldgica periférica, como na supressao de linfécitos T auto-
reativos. O seu papel nas doengas auto-imunes, nas quais a quebra de tolerancia, € de
particular interesse para determinar os mecanismos de progressdo da doenca (WANG et al.,

2015). O estabelecimento do CD127 como um marcador de superficie adicional, em
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combinacdo com CD25, tem sido usado para facilitar a identificacdo quantitativa de células
TReg vidveis, uma vez que células CD24CD25""CD127"Y " sdo altamente positivas para
Fox P3 (MORADI et al., 2014).

Os linfécitos B desempenham um papel chave na fisiopatologia da artrite
reumatoide, participam do processo inflamatério pela apresentacio de antigenos, pela
producdo de auto-anticorpos e pela sintese de citocinas. O dano articular € aumentado com o
influxo de sangue e com a ativacdo de células mononucleares (CHOY, 2012). A migracdo
celular € iniciada apds a ativagao endotelial, o que aumenta o nimero de microvasos sinoviais
(neoangiogénese), € também a expressio de moléculas de adesdo, incluindo integrinas,
selectinas e membros da superfamilia das imunoglobulinas) e de quimiocinas (SZEKANECZ
et al., 2009). Uma variedade de células efetoras, incluindo macréfagos, mastocitos e células
assassinas naturais, é encontrada na membrana sinovial, enquanto que os neutréfilos residem
principalmente no fluido sinovial. Em particular, macréfagos sdo efetores centrais de sinovite
(CORNISH et al., 2009).

Oitenta a 90% dos leucdcitos que se infiltram na sindvia, sdo neutrofilos. O papel
especifico dos neutréfilos no inicio da doenga ndo estd claro, mas hd evidéncias de que
participam do dano articular e na progressdo da sinovite, pela sintese de prostaglandinas,
proteases, espécies reativas de oxigénio, liberacdo de enzimas proteoliticas, citocinas, pela
fagocitose (PAOLIELLO-PASCHOALATO et al., 2015).

A inflamacdo do tecido sinovial de multiplas articulagdes, leva a destrui¢do
tecidual, dor, deformidade e diminui¢do da qualidade de vida do paciente. Estas alteracoes
resultam da acdo de linfécitos T e B autorreativos que causam uma sinovite, e assim, a
membrana sinovial passa a ser fonte de citocinas pré-inflamatdrias e proteases, as quais
promovem destruicao artricular (GOELDNER et al., 2011).

Embora a inflamacdo afete principalmente as articulagdes sinoviais, a artrite
reumatoide ¢ uma doenca sistémica, e linfécitos Thl e Th17 estdo fortemente implicados na
patogénese da doenca (ANNUNZIATO et al., 2009). A funcdo das células T regulatérias
(Treg) prejudicada contribui para o aumento do nimero de linfécitos TCD4", assim como no
aumento da producdo de TNF-o, de IL-17, IFN-y, IL-1 e IL-6 na membrana sinovial (NIE et
al., 2013). Sendo asssim, os linfécitos TCD4" recrutados para o interior da membrana
sinovial, junto com mondcitos e outras células, medeiam a sintese de vdrias citocinas
inflamatdrias, importantes na patogénese da doenca (MORADI et al., 2014).

As citocinas pro-inflamatérias contribuem para a quimiotaxia e ativacdo de

macréfagos, sinovidceitos, condrécitos e osteoclastos; que além de estimular a proliferacao de
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outras células inflamatérias, promovem ainda, erosdo Ossea, e deformidade articular
(BLACHE et al., 2015). O TNF-a estimula ainda, células endoteliais a expressarem moléculas
de adesdo, o que atrai mais leucdcitos para articulagdes afetadas, e aumenta a sintese de
metaloproteinases e inibindo a sintese de proteoglicanos na cartilagem (WEINBLLAT et al.,
2003).

O aumento da expressdo de TNF-q, IL-6, e IL-17 estd intimamente associado a
gravidade da artrite reumatoide, portanto, a inibi¢do destas citocinas, especialmente de TNF-a
¢ uma estratégia para o tratamento da doencga, pois o TNF-o estd no topo da cascata
inflamatodria, sendo o responsdvel pela ativacdao de linfécitos, estimulagdo da liberacdo de
enzimas proteoliticas pelos macréfagos, producdo de outras citocinas inflamatérias como IL-6
e IL-13. Seu papel fundamental no processo inflamatério, resulta na reabsorcdo Ossea
mediada pelos osteoclastos, assim como na sinovite, o que faz com que o bloqueio de TNF-a
seja apontado como opg¢do para reduzir a destruicdo articular (PING WEI ZHAO et al. 2014;
CRUVINEL et al., 2008).

Chara et al. (2015) relataram em um estudo, que os mondcitos inflamatdrios tem
um papel fundamental na doenca que estd relacionado com sua capacidade de migrar do
sangue para os tecidos inflamados, onde diferenciam-se em diferentes células efetoras, tais
como macréfagos, células dendriticas e osteoclastos, que sdo fenotipicamente diferentes e
possuem atividades funcionalmente heterogéneas.

O HLA-DR (antigenos leucocitarios humanos) é um receptor de mondcitos e
macréfagos do complexo de histocompatibilidade tipo II (MHC II), e a expressdo do HLA-
DR estd associada a maior proliferacdo celular e também a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias em resposta a uma ativacao do sistema imune. As células que expressam HLA-
DR na sua superficie estdo ativamente envolvidas em doencas com imunorregulacdo
desordenada, incluindo a artrite reumatoide. Entre os pacientes, o locus de HLA-DRBI, esta
associado a maior susceptibilidade a doencga, a gravidade radiol6gica, a mortalidade e a
resposta ao tratamento (VIATTE et al., 2015).

As moléculas sintetizadas no decurso da inflamacdo, como peréxido de
hidrogénio, derivados do 4cido araquidonico podem ativar as vias de sinalizacdo inflamatdria,
tais como proteina cinase A e fosfolipase C capazes de sensibilizar e ativar receptores de
potencial transitério (TRP) relacionados a nocicepgdo e, portanto a transmissdo da sensagao

dolorosa (MOILANEN et al., 2015).
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2.3 Terapéutica da artrite reumatoide

Em virtude do grande niimero de pessoas com artrite no mundo todo, existe hoje,
um grande investimento na pesquisa de mecanismos patofisiolégicos associados a artrite.
Atualmente estdo disponiveis uma série de tratamentos locais e sistémicos para artrite
reumatoide, especialmente para o tratamento da dor e das alteracdes imunes relacionadas a
esta doenga. Os tratamentos mais comuns incluem anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINEs),
os quais aliviam a dor e em alguns casos, a inflamacdo da articulacdo, mas ndo alteram a
progressdo da doenga, porém possuem diversos efeitos colaterais associados aos tratamentos
empregados. Na tentativa de reduzi-los, tratamentos combinados de drogas em dosagens
reduzidas tém sido empregados. Além disso, o emprego em estdgios iniciais da doenca de
agentes anti-reumadticos modificadores do curso da doengca (DMARD), como
Hidroxicloroquina, Sulfassalazina, Leflunomida, Azatioprina e Ciclosporina vém sendo
utilizados especialmente em combinag¢do com outras drogas da mesma classe ou ainda em
combinacdo com agentes anti-inflamatorios nao-esteroidais no controle da progressiao da

doenca e também para a minimizacao dos danos (COLMEGNA et al., 2012).

Um dos DMARDs mais utilizados na clinica € a Leflunomida, cujo metabdlito
A771726 é conhecido por bloquear a proliferacdo de células T pela inibi¢cdo da dihidro-
orotato desidrogenase que bloqueia a sintese de pirimidina (Fragoso e Brooks, 2015) e por
reduzir a expressdao de moléculas de adesdo sobre células mononucleares de sangue periférico

e sua migracdo para a sinovia inflamada (Grisar Et al., 2004).

O arsenal terapéutico para a artrite reumatoide continua a se expandir, € novas
drogas eficazes tem sido continuamente incorporadas ao tratamento desta doenca. As
possibilidades de controle da progressio da doenca e destrui¢do das articulacdes tem
aumentado muito com a utilizagdo dos DMARDs e também com a recente inclusdo dos
medicamentos bioldgicos ou anticorpos monoclonais (CHARA et al., 2015).

O uso de agentes bioldgicos (anticorpos para citocinas, ou outros componentes
inflamatérios) no tratamento da artrite vem crescendo bastante; sendo efetivos especialmente
quando agentes modificadores da doenca e anti-inflamatérios sdo inefetivos e com efeitos
colaterais reduzidos, mas ao mesmo tempo, sdo de custo elevado (COLMEGNA et al., 2012).

Os anticorpos monoclonais passaram por uma jornada evolutiva ao longo dos

ultimos 25 anos, com os avancos da biologia molecular, desenvolvimento de processos e
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formulacdo de drogas que sustentam a sua ascensdo, tornaram uma das classes mais eficazes
e economicamente importantes de agentes terapéuticos. O sucesso de anticorpos para o
tratamento da artrite reumatoide tem impulsionado a indudstria biofarmacé€utica a otimizar em
todos os aspectos, a descoberta de mais anticorpos terapéuticos, de modo a fornecer
beneficios adicionais aos pacientes, por meio de maior eficicia clinica e conveniéncia ao
paciente (LOWE; VAUGHAN, 2015).

As drogas anti-TNF como Adalimumab, Etanercept e Infliximab, foram os
primeiros agentes bioldgicos para manejo de pacientes com artrite reumatoide que ndo
respondiam aos medicamentos tradicionais ndo-bioldgicos como 0s anti-reumaticos
modificadores do curso da doenca (DMARDs). No entanto, o TNF desempenha um papel
importante na defesa do hospedeiro, e consequentemente, a introdu¢do de agentes anti-TNF
induzem imunossupressao, por isso hd necessidade de se avaliar e entender o efeito desta
droga sobre diversos riscos (BENUCCI et al., 2012).

A terapia com anti-TNF estd associada com reativacdo de tuberculose latente
(SALLIOT; DOUGADOS; GOSSEC, 2009), e também com maior risco de desenvolver
linfomas e cancer de pulmdo (SMITTEN et al., 2008), uma vez que os alvos moleculares de
terapia biolégica podem ser importantes na vigilancia de tumores. (BARNABE; MARTIN;
GHALL 2011; WESTLAKE et al., 2011).

Adalimumab ¢ um anticorpo monoclonal, inibidor do fator de nercrose tumoral o
humano (TNF a), que liga-se especificamente ao TNF e neutraliza a funcio bioldgica desta
citocina, bloqueando a sua interacdo com os receptores pS5 e p75 do TNF de superficie
celular, modulando assim as respostas bioldgicas induzidas ou reguladas pelo TNF, incluindo
as alteracOes dos niveis das moléculas de adesdo responsdveis pela migracdo leucocitdria
(ELAM-1, VCAM-1 e ICAM-1) reducdo dos niveis de marcadores de inflamagdo de fase
aguda (PCR e VHS) e de citocinas inflamatérias como IL-6, promovendo melhorias no

controle e progressao da doenca (MALOTTKI et al. 2011) .

Apesar da eficicia dos agentes bioldgicos, os doentes podem interromper
tratamento por uma variedade de razdes, incluindo falta de eficicia, perda de resposta ao
tratamento, eventos adversos, decisdo pessoal e por remissdo (BLUM; KOO; DOSHI, 2011).
Além disso, as respostas ao tratamento da artrite reumatoide muitas vezes nao sdo durdveis, o
que leva a frequentes trocas de tratamentos, sendo importante a busca de novos agentes, que

também melhorem outras caracteristicas da artrite, tais como fadiga, deficiéncia da
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capacidade funcional e dor, assim também, existe a necessidade de identificacio de
biomarcadores preditivos para determinar qual a droga mais eficaz, segura, e durdvel num
dado individuo (POPE; COMBE, 2013).

Além disso, € necessario entender os fatores que levam a perda de tolerancia e que
causa a localizacdo da inflamagdo especificamente nas articulagdes. E necessdrio encontrar
maneiras de controlar a resposta imunolégica ou a homeostasia e ainda a reparacdo de
articulacdes danificadas. Finalmente € preciso elucidar os mecanismos que acionam os varios
distirbios sistémicos que contribuem substancialmente para a reducdo na qualidade e duracao
de vida (MCINNES; SCHETT, 2011).

A remissdo clinica tornou-se uma meta de tratamento para garantir maior
qualidade de vida, melhor fungdo fisica e capacidade de trabalho, no entanto, é apenas o
primeiro objetivo importante em uma abordagem de tratamento, uma vez que a manutengao
da remissdo € ainda um desafio no tratamento da doenca, assim como redu¢do da dor, das
incapacidades e da mortalidade associada a doenca (RADNER et al., 2015).

Apesar dos avangos na descoberta de farmacos, ainda ndo ha cura para a artrite
reumatoide ou medicamento que possa eliminar a doenga permanentemente e eliminar
completamente a dor (ROY; KANWAR; KANWAR, 2015). A dor € uma caracteristica
persistente dos pacientes com artrite € continua a ser uma das grandes reclamagdes dos
pacientes sob os tratamentos disponiveis no mercado farmacéutico. Assim, existe uma
necessidade constante de pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos capazes de

promover o tratamento adequado e barrar a progressao da doenca e da dor.

2.4 Nocicepcao

A dor é um mecanismo de autodefesa fundamental que serve para alertar contra
danos, e € importante para tomadas de medidas com a finalidade de evitar e minimizar a
lesdo. De acordo com a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor é
definida como "Uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano
tecidual real ou potencial “ (ABBRACCHIO e REGGIANI, 2013). J4 o termo nocicepgdo
deve ser entendido como os processos neurais de codificacdo e processamento de estimulos
nocivos, e pode se estabelecer sem que ocorra dor ou vice-versa, mas geralmente aparece
associado a patologias dolorosas (LOESER; TREEDE, 2008). A capacidade de detectar estes

z

estimulos nocivos € essencial para a sobrevivéncia e bem-estar de um organismo. Porém,
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mesmo que a dor normalmente funcione como uma resposta de alerta aos individuos, ela pode
se tornar um sintoma debilitante, como ocorre na dor cronica (WOOLF, 2010).

A dor pode causar uma redugdo dréastica na qualidade de vida dos pacientes e
levar a implicagcdes em diversos niveis como psicoldgico e emocional (podendo aumentar a
incidéncia de doencas psiquidtricas como a depressdo), social (diminuindo a capacidade de
trabalho e podendo levar ao desemprego), fisiologico (causando o desenvolvimento de dor
cronica e o aumento das complicacdes pds-operatorias), e também econdmico (levando a
reducdo da forca de trabalho e aumento dos gastos com servigos de saide e medicamentos).
Dessa maneira, o tratamento efetivo da dor deve ser considerado como uma prioridade,
principalmente em doencas associadas a dor cronica (BRENNAN; CARR; COUSINS, 2007;
COUSINS; LYNCH, 2011; KING; FRASER, 2013; LOHMAN; SCHLEIFER; AMON, 2010)

Os nociceptores sao definidos como terminacdes periféricas livres de axonios
oriundos de neurdnios sensoriais nociceptivos, estes neurdnios possuem o seu corpo celular
nos ganglios do trigémio (GT) para a face, nos ganglios da raiz dorsal (GRD) para o corpo, e
nos ganglios nodoso (GN) e vagal (GV) para as visceras. Sendo neurdnios pseudo-unipolares
0s neurdnios nociceptivos possuem terminacdes centrais (medula espinhal e tronco cerebral) e
também periféricas (tecido onde possui inervacdes), e entdo sdo capazes de detectar a
informacdo na periferia e transmitir a estruturas centrais. Os neurdnios sensoriais envolvidos
na transmissao de estimulos nociceptivos podem ser classificados em duas classes principais e
apresentam diferencas quanto a velocidade de condug¢do, quanto a expressao na membrana e
também quanto a categoria de estimulo nocivo conduzido, sendo que as fibras Ad sdo
formadas por neur6nios mielinizados de médio diametro, e as fibras C s@o representadas por
neurdnios de pequeno didmetro e ndo mielinizados (BASBAUM et al., 2009; LOESER;
TREEDE, 2008; OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010; WOOLF, 2010).

A transmissdo de um determinado estimulo nocivo depende da sua capacidade de
gerar um potencial de acdo quando da ativacdo de um nociceptor na periferia, este € entdo
conduzido até o corno dorsal da medula espinhal (sobretudo as laminas I, IT e V), onde entao
ocorre a liberacdo de neurotransmissores excitatérios, principalmente substancia P (SP) e
glutamato. Apds a ocorréncia deste processo € possivel que uma resposta reflexa ao estimulo
nocivo seja gerada, e desta forma o local afetado serd afastado da fonte de estimulo, esta acdo
€ gerada pela ativacdo de um neurdnio motor reflexo. Porém, para que este sinal seja

transmitido até centros supra-espinhais € necessdrio que um neurdnio de segunda ordem
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sensorial (como neurOnios de projecdo e interneurdnios) seja ativado e entdo estes sinais

nocivos serdao prontamente discriminados e reconhecidos como dolorosos.

Diferente da dor nociceptiva, uma segunda forma de dor, denominada dor
inflamatoria, é também adaptativa e tem fung@o de proteger o organismo, porém neste caso a
sensibilidade sensorial é aumentada apds o dano aos tecidos de maneira a auxiliar a
recuperacao do local lesado. Dessa forma, os pacientes relatam a sensac@o de dor a estimulos
antes descritos como indcuos (dor a estimulos ndo nociceptivos denominada alodinia), ou o
aparecimento de hiperalgesia que é considerada como a percep¢do exacerbada da dor a
estimulos anteriormente descritos como dolorosos, além da ocorréncia de dor espontanea
(LOESER; TREEDE, 2008; WOOLF, 2010). A dor inflamatéria é causada pela ativacdo do
sistema imune apds lesdo tecidual ou infeccdo. Esta forma de dor € de fato uma das
caracteristicas principais da inflamag¢do. Mesmo que esta dor seja adaptativa, ainda deve ser
reduzida em pacientes com inflamacdo recorrente, como no caso de pacientes com artrite
inflamatodria, e em casos de lesdo extensa ou grave (CHANDRATRE et al., 2013; LINDSAY
et al., 2011; WOOLF, 2010).

z

Enquanto a dor nociceptiva é um processo agudo que desencadeia respostas
apropriadas para a prote¢do do organismo, € normalmente persiste apenas até a resolucao da
lesdo; a dor cronica ocorre quando a dor tende a continuar apds a resolucdo da lesdo ou
prossegue devido a modificagdo dos mecanismos envolvidos na modula¢ao da dor (WOOLF,

2010).

Na dor crbnica associada a dor inflamatéria pode-se observar o aparecimento de
hipersensibilidade a estimulos dolorosos e indcuos e também dor espontinea, estes sintomas
clinicos s@o causados pela modificacdo dos mecanismos usuais da transmissao dos estimulos
nociceptivos. Sendo que estes sintomas podem ser vinculados a mecanismos moleculares
periféricos ou centrais e estes estdo associados ao processo denominado como sensibilizagao.
Neste caso, a ocorréncia deste fendmeno pode causar um aumento na resposta de neurdnios
nociceptivos a estimulos supra-limiares, ou ainda, resposta a estimulos abaixo do limiar de
ativacdo destes. E podem, também, ocorrer descargas espontineas e aumento do campo
receptivo dos nociceptores (BASBAUM et al., 2009; LOESER; TREEDE, 2008; OSSIPOV;
DUSSOR; PORRECA, 2010; WOOLF, 2010).
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2.5 O Sistema neuronal, os Receptores de Potencial Transitéorio (TRP) e sua importancia

na artrite reumatoide

A inflamacdo é uma resposta bioldgica normal a lesdo do tecido neuronal que
ativa uma resposta imunoldgica. A liberacdo de mediadores inflamatdrios ativam as células
neuronais € ndo neuronais como as células do sistema imunoldgico que infiltram o tecido
danificado. Assim, os neurdnios sensoriais desempenham papel importante na montagem de
uma resposta inflamatéria (BAUTISTA; PELLEGRINO; TSUNOZAKI, 2013).

Os neurdnios sensoriais também participam de vdrios eventos patofisiologicos
incluindo o desenvolvimento neuronal e fetal, manutencdo da homeostase, percepcdo da dor e
progressdao de diferentes doengas como artrite, colite, asma, dentre outras. A ampla
distribuicdo destes neurdnios, associada com a habilidade de liberar mediadores quando
estimulados, fazem destas células, pecas unicas necessdrias a modulacdo de respostas
teciduais e celulares, conectando os sistemas nervoso central e periférico (ALAWI; KEEBLE,
2010; FERNANDES et al., 2012).

Diversos receptores encontram-se expressos no tecido neuronal, incluindo
receptores do tipo Toll-like (OCHOA-CORTES et al., 2010), Receptores para leucotrienos
(ANDOH; KURAISHI, 2005), receptores para neuropeptideos (HOLZER, 1991; MAGGI,
1991; ANDOH et al., 1996; BRAIN; COX, 2006), receptores para complemento (JANG et
al., 2010), receptores para prostaglandinas (DURRENBERGER et al., 2006), dentre outros;
demonstrando assim o grande potencial da participacdo dos neurdnios sensoriais em doengas
inflamatorias. Os receptores TRP encontram-se expressos nas fibras sensoriais do tipo C e Ad
e quando estimulados, promovem a liberagao dos neuropeptideos substancia P (SP) e peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (Calcitonin Gene-Related Peptide; CGRP), importantes na
sensacdo dolorosa e inflamacdo continua presentes na artrite reumatoide (TAKEBA et al.,
1999; KEEBLE; BRAIN, 2004).

Durante a inflamacdo, varios mediadores incluindo ATP, adenosina, bradicinina,
prostaglandinas, leucotrienos, histamina e vdrias citocinas ativam neurdnios sensoriais
aferentes primdrios que liberam neuropeptideos inflamatdrios, tais como a substancia P,
neuroquinina A, e peptideo relacionado ao gene calcitonina. Estes neuropeptideos promovem
o extravasamento de proteinas do plasma, vasodilatacdo, acimulo de neutrdfilos e
hipersensibilidade a estimulos mecénicos térmicos e quimicos (BASBAUM et al., 2009).

A familia de receptores TRP é uma familia de canais i6nicos TRP que engloba

mais de 30 membros, que inclui entre outros TRPV, TRPM, TRPC, TRPN, TRPML, TRPP e
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o TRPA. (FERNANDES et al., 2012). O receptor de potencial transitério anquirina 1
(TRPAT1) € o tinico membro do subgrupo TRPA que € caracterizado por um grande niimero de
repeticdes de anquirina no dominio N-terminal. Ele é permedvel a cations, particularmente ao
Ca*™ e pode ser ativado por uma variedade de irritantes quimicos que incluem Isotiocianato de
alilo (6leo de mostarda), alicina, gingerol, cinamaldeido, eugenol e metilsalicilato
(MCGARAHUGHLY et al., 2010) e também por diversos agonistas endégenos, incluindo
mudangas na temperatura, espécies reativas de oxigé€nio, produtos oxidados e outros
mediadores inflamatérios (ANDERSSON et al., 2009; FERNANDES et al., 2012; VAY et
al., 2012) frequentemente gerados na artrite reumatoide (LIN et al., 2011; XIE et al., 2012).

Como os demais TRPs, o TRPA 1 também é expresso em neurdnios sensoriais €
em células nao-neuronais, como células endoteliais (EARLEY et al., 2009) e sinovidcitos
humanos (KOCHUKOV et al., 2006). A expressdo de TRPA1 em sinovidcitos e em células
endoteliais € funcional, isto é; induz o influxo de cdlcio, quando estimulada (KOCHUKOV et
al., 2006; EARLEY et al., 2009) sugerindo que este receptor pode ser um importante
mediador da inflamagdo e dor nas articulagdes.

O TRPAI é também um alvo de agentes inflamatdrios endégenos e durante o
processo inflamatdrio, espécies reativas de oxigénio (ROS), sdo liberadas pelas células em
resposta ao dano tecidual e podem provocar peroxidacdo dos lipideos, o que resulta na
formacdo de espécies reativos tal como o 4-hidroxinonenal (4-HNE) e 4-oxononenal (4-one),
provocando um estresse nitrativo, o que pode ativar o TRPA1 (TREVISANI et al., 2007;
TAYLOR-CLARK et al., 2008, 2009, CORDERO-MORALES; GRACHEVA; JULIUS,
2011).

Com a geragdo recente de camundongos com delecdo génica para o receptor
TRPA1 (TRPA1KO) e de antagonistas seletivos para este receptor, o papel do TRPA1 vem
sendo estudado na artrite reumatoide. Em 2007, Petrus e colaboradores publicaram as
primeiras evidéncias de que o tratamento com um antagonista seletivo para o TRPA1 era
efetivo contra a dor de origem inflamatéria. Outro estudo de Eid et al. (2008) também
demonstrou que a inibi¢do farmacoldgica de TRPA1 reduz significativamente a alodinia e
hiperalgesia, e animais com deficiéncia de TRPA1 ndo exibem sensibilizacdo. Esses dados
foram obtidos em camundongos tratados com o antagonista AP-18, agente que aboliu a
hiperalgesia mecénica causada pela injecdo do adjuvante completo de Freund (Complete
Freund's adjuvant; CFA). Em estudo similar de Petrus et al. (2007) demonstraram que
camundongos TRPAITKO artriticos apresentavam hiperalgesia mecanica, 24h apds a inje¢ao

CFA.
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Recentemente foi demonstrado no modelo de hiperalgesia mecénica bilateral
induzida pelo TNFa, que a administracdo intratecal e intraplantar com AP-18, causava
analgesia (FERNANDES et al., 2011), sugerindo um importante papel para o TRPATI tanto a
nivel central quanto periférico, na dor inflamatéria. O mesmo estudo demonstrou ainda, que
animais TRPA1KO apresentavam analgesia quando injetados com TNFa intraplantar ou CFA
intrarticular no joelho, em comparagdo a animais WT. De forma interessante, camundongos
TRPA1KO apresentaram analgesia somente a partir da segunda semana apds a indugdo da
artrite pelo CFA (FERNANDES ES et al., 2011).

Similarmente, em estudos realizados em ratos, o tratamento oral com outro
antagonista seletivo TRPA1, o HC-030031, reduziu a hiperalgesia mecénica causada pelo
CFA (EID et al., 2008). Além disso, o tratamento sist€émico com o antagonista seletivo
TRPA1 A-967079 reduziu a atividade neuronal apds a estimulagdo dolorosa mecanica em
ratos injetados intraplantarmente com CFA (MCGARAUGHTY et al., 2010). Interessante
notar que hd aumento da expressdo de TRPA1 em neurdnios de pequeno e médio didmetro
presentes no ganglio da raiz dorsal em animais tratados intraplantarmente com CFA (OBATA
et al., 2005).

Embora existam evidéncias experimentais em modelos animais, de que o TRPA1
€ um importante modulador da dor de origem inflamatdria, caracteristica da artrite
reumatoide, o uso de antagonistas seletivos para o tratamento da dor inflamatéria em
humanos, permanece por ser investigado. Além disso, o estudo do receptor TRPAT1 ainda €
uma drea de pesquisa relativamente nova, especialmente no que diz respeito das vias
envolvidas na participacdo deste receptor na artrite reumatoide. Desta forma, a identificacdo
dos ativadores enddgenos do TRPA1 que contribuem para a evolugdo da dor e inflamacao
associadas a artrite reumatoide, assim como estudos sobre o papel do TRPA1 nesta patologia,

sdo de extrema importancia.

2.6 O receptor TRPA1 e seu potencial imunomodulador

Na maioria das espécies, incluindo humanos, o receptor de potencial transiente
anquirina 1 (TRPA1) funciona principalmente como um sensor quimico, expresso em tecidos
neuronais € nao neuronais. Assim a compreensdo do potencial farmacolégico e das
possibilidades de modulacdo deste receptor oferece perspectivas importantes no tratamento

de diversas doencas que cursam com a dor (GOMTSYAN; SZALLASI, 2015).
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Estudos genéticos em animais e humanos mostram que alteragdes nas funcdes dos
canais TRP podem levar a uma variedade de doencas, como a sindrome de dor hereditdria
(MORAN et al., 2011).

Desde a identificagao dos primeiros canais TRP, eles tem sido estudados, como
potenciais alvos para drogas, porém, apesar de diversas evidéncias de que distirbios no
funcionamento destes canais podem estar relacionados a gama de doencas, apenas 4 das
aproximadamente 28 subunidades de canais TRP de mamiferos, tem sido explorados para se
chegar a novas drogas. Virias evidéncias atribuem aos canais TRP papel na regulagdo das
fungdes cutaneas, homeostase, controle do crescimento, sobrevivéncia celular, processos
imunes e inflamatérios, o que os torna alvos importantes para o desenvolvimento de varios
medicamentos (HOLZER; 1270, 2014).

Embora os estudos que relatem envolvimento destes receptores na regulacdo da
resposta imune sejam poucos, um papel immunosupressor tem sido sugerido tanto para seus
agonistas enddgenos quanto exdgenos. O cinamaldeido € um O6leo essencial extraido de
plantas do género Cinnamomum, e € considerado um agonista exogeno do TRPA1. Em 1998,
Koh e colaboradores demonstraram que o cinamaldeido, é capaz de alterar a resposta imune in
vitro. O cinamaldeido causou aumento da diferenciacido de linfécitos em CD4" ou CD8". O
derivado do cinamaldeido (2’-hidroxi cinamaldeido) inibiu a producdo de NO, de espécies
reativas de oxigénio e a ativacdo do NF- kB em macréfagos tratados com LPS (LEE et al.,
2005; CHAO et al., 2008). Além disso, o cinamaldeido inibiu a liberacdo de IL-1p and TNFa
por macrofagos humanos e monocitos THP-1 estimulados com LPS (CHAO et al., 2008).

Da mesma forma, o efeito imunosupressor foi sugerido para os agonistas
endogenos do TRPAI. A incubacdo de 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE), um produto de
peroxidacdo lipidica (UCHIDA, 2003); com mondcitos humanos inibiu a diferenciagdo destas
células, em células dendriticas (SKOROKHOD et al., 2005). 4-HNE também causou redugdo
da ativacdo do NF-kB em mondcitos humanos THP-1 na presenca de Chlamydia pneumonia,
e preveniu a producdo de citocinas in vitro (TNFa, IL-1B, IL-6 e IL-8) por mondcitos e
macrofagos humanos tratados com LPS, assim como a fagocitose mediada por macréfagos
(HAMILTON JR. et al., 1996; PAGE et al., 1999; DONATAH et al., 2002; KIM et al., 2009).
A 15d-PGJ,, outro agonista endégeno do TRPAI, € capaz de inibir a migracdo de neutréfilos
induzida pelo tratamento com LPS em camundongos (ALVES et al., 2011) e de reduzir a
producdo de TNFa, CCL2 e CXCL6 a partir de células endoteliais bovinas tratadas com LPS
(LUTZOW et al., 2008).
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Embora estes dados obtidos de estudos com os agonistas TRPA1 sugiram uma
propriedade imunosupressora para este receptor, nao se sabe ao certo qual o papel relativo do
TRPAT1 na resposta imune desencadeada na artrite reumatoide. Também nao se sabe até que
ponto esta imunosupressao seria benéfica no progndstico da artrite reumatoide. Sendo assim,
entender o papel do TRPA1 na modulagdo da resposta imune envolvida na artrite reumatoide

¢ ainda um desafio na comprenssao da fisiopatologia da doenga.
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Patients with rheumabold arthritts (A4 suffer from pain and joint dizabilify. The renskent
receptor potential ankgyrin 1 (TRPAT) chamnel expressed on Sensony Neurones and non-
newuronal cells medates pain rensduction and iInfammation and It hes bean iImpllcaied In
FA. However, there |2 Iite Imormation on the contmibution of TRRAT for human disessa.
Heare, we Imvastigated the expression of TAFAT on peripheral Diood leukocytes and the
ciroutating levels of s endogenous ectivators 4-hydnogmonensal [4-HME) 2nd hydrogen
peanoice HeOz) In BA pelients treated or not with the ant-risumsatic edunomide [LEM)
or the antl-THFe adslimumsab [A0A). We =iso assessed whether THPAT espression
comelsbes with joint pain and disabiify, In addiion io the Immune changes In RA. TRPAT
axprassion on peripheral biood leukocytes comelaled with pain saverity and disabiity.
TAFAT levats on thase cals ware associatad with tha numbars of polymorphonuciasr
and the activation of CO14+ cals. Mo comatations wene found betwiesn the ymphocyte
population 2nd TAPAT axpression, pain or dsabiity. Patients recantly diagnosed with
FA expressed Increased levels of TRPAT on thelr leukocyles whist trestment with
aithar LFM or ADA down-reguisied his receptor probaibly by reducing the numioers of
polymorphonuciears snd the activelion of o4+ cells. We suggest that the activation
lewals of CO14* celz, the numbsars of PMNE In the perphsaral Diood and the espression

of TRAA1 on peripheral biood leukocyies comelate with R, progression, afecting joint
pain sensitvty =nd loss of function.
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INTRODUCTION

Rheumatnid arthritis {RA) is 2 chronic inflammatery diseace that
affects approximatdy 1% of the populaton worldwide. Fain and
Iess of joint fundbion are ballmarks of RA. It leads 1o diminished
guality of life and increased burden on naticsal health systems.
‘Whilst nom-steroidal and steroddal drogs have been nsed for pain
RA treatment consists of dizease-modifying anb-

rhenmabic drogs (DML AR D) and biologicals which do mot always
halt dissaes prograssion

The transient receptor potential ankyrin 1 {TRPAL) is a
member of the transient recepior potential (TEF) family,
expressed on sensory neorones, in additicsal b nen-
pewromal cells (for review see Fernandes e al., 2003 Chen
and Hackos, 2015). Adivaied by endogenously prodoced
inflammatory mediatoss soch as the oxidalive stress prodocts
4-hydrexynomenal (4-HME; Trevimed =t al, 2007) a=d
bydrogen peroxide (Halh; Andemson et al, 2008 Bessac
et al, 2008}, TRPAL has been implicied in pain tmnsdudtion
and inflammmation {for review see: Pernandes et al., 2002; Chen
and Hackos, 2015). Simoe the discovery of TRPAL evidence has
suggested that its findtional expression on semsory neurones
innervating the joints amd nom-newromal cells composing
the joints snch as synmviocptes (Kodwkow et al. 2006} amd
chondrocyles (Nommenmaa et 2l, 2016) may contribote bo BA
progression and the asswcated paim Recently, fenctional TRPAL
was alsr found on immune cells (Billeter o ol 2005 Bertim
et al, 2001% Mendes et al,, 3015) thal are knows o play a mle
mﬂ.[l.u'pmﬂ:lelhu.:.lh:ﬂ.Tﬂ‘.F.ﬂ.] exprassion asd activation
on these cells further amplify infammatica as they migrate in
to the joints during reactive RA. Altbongh oompelling, most of
the evidemce arises ffom amimal models, with Bitle known role in
boman disease, =specially on how TRPAL expressicn influenoes
components of the immune response im LA

Tramsient recepltor pofential ankyrin 1 expressiom om
paripheral blood leukocytes has been Enked o pain sensitivity in
peuropathic patients (Sukenaga et 2l, 201£). 'We hypothesired
that TRPAI & wp-regulated oo peripheral blood leukocytes in
RA and that this i assocated with imcreassd joint pain amd
rﬂiumd.lieqn]jl]’.ThﬂeEm&.minmﬁplﬂi the expression of
TRPAL am blood lasknoyies and the droalating levels
of 4-HNE and H,0y im LA patients treated or mot with either
the DMARD leflunomide {LFN) or the anS-TNFz adalimomab
(AL We also aseessed whether TRPAL expression correlates
with joint paim and dizahbility, in addition to the immane chasges
in RA.

MATERIALS AND METHODS

Patients

A total of 40 patients {mes and women) aged = 30 years and
clinically diagnosed with RLA, were recuited for partidpation in
the smdy. Patients inclodad those who bave just been diagnosad
with FLA but satve for DMARDs and biologicals {m = 10); patiants
under LFM (20 mgiday, per o3, @ = 15) and patients onder
biclogical (ADW; 40 myg every 2 weeks, sobmetanecusdy, ® = 15)

therapy for at least &-months and less than 12-mosths. Patients
presented 2 score = 6 on the 2000 ACR-EULAR Classification
Criteria Por BA as previously detailed {Aletaba et al. 20100
Healthy subjeds {m = 15} were nsed as cootrols and inchuded
those who bad no history of recent infectioes. malignascy or
other aninimmune diseases and no present or previous use of
DMARDs, biologicals or experimental drugs. All individuals
were assessed for pain level and disability by the Stasford
Heahk Asssssment Questionnaire (HAC; for review see Bruce
amd Fries, 2003). Accordingly, disability was salnated by the
HAQ-disability index which asesses the patient’s ditfioalty in
performing histhir usial activitiss. Pain levels were determimed
thromgh the wisual analog scale (VAS), in which the pabest
indiates in 2 scale from © o 100, how muoch pain hefshe felt
in the past week (0- indictes mo pain and 100 indicates severs
pain). Tem millilitres {ml) of peripheral bood were collected from
each patient for sepamation of plasma, seram asd pedpheral bBlood
Research Ethics Committes of the Universidade CEUMA and
was performed in compliance with the Declaration of Helsinki
A written informed conseni was obtained from each participant.

Serum Rheumatoid Factor

For thenmataid fartor quantification we used a rhenmatedd Boior
partide-enhapced immunotarbidimettic method (RF II- Tim
quant RF 11, COBAS) in a ODBEAS INTEGRA 400 analyzer
{Roche Diagmostics). For this, mamples were initially diloted
{1:5) and then, s=rial dilutioes were prepared antomabically (op
i 1:126). Samplas (30 pl) were inoebated with labex particles
coated with monodosal apti-rheomatoid facor antibcdies.
Aggintination, demoted by formation of aggregates i positive
as intermational units {IU) per Hire (1) of sample.

Serum C-Reactive Protein

For C-reactive protein quastification we asad a CRP particle-
eohamced immunoturbidimetric method (CRPL3- C Reactive
Proteis Gen 3, OOBAS) in a COBAS [INTEGRA 400 anabyzer
{Roche Diagnostics). Por this, samples were initially diluted
{1:2) and then, serial dilutioes were prepared antomaticlly (op
i 1:12E8). Samples (30 pl) were inoubated with labex particles
coated with mosodomal anti-C-readive protein antibodies.
Aggiutination, demoted by formation of aggregates in positive
as milligrams (mg) per millilitre (ml) of sampla.

Plasma 4-HNE Levels

Masma mamples were separaled by cestrifogation (15 l1i.n..
20 w g) and evaloaied for 4-HNE content by msi
commercial OmiSdet™ HWE Addudt Competitive EI'..[S:I.
Kit {Cell Biolabs, San Diego, CA, USA), aconding to the
manufacimrers isstructioes Besplts are expremed as bevels of
4-HNE in micrograms {ugl perml

Plazma H,0s Lavels

H;(y prodoction in plasma samples was measared by osing
a Hylh/percaicase assay kit {Amplex Red HiOo/Peroxidase
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aszry kit; Modsoalar Probes, Invitrogen, Brazil). The assay was
performed acconding to the mammfactarers instructions . Eriefly,
50 pl of plasma were inoobated with 50 pl of a siotion
coniming MaPO, 005 M (pH 7.4), HRP 0.2 Ufml and Amplex
Red Reageni (10-acetyl-3.7-dibpdronyphenozazine) 257 mg/ml,
for 2 b at 370 Samples imcubated with NaPOy ouos M
only were used as controls. Afler incobation, the reaction was
read at 560 nm After sobiraction of background readings, the
ahsorbance im each sample was compared with that obtained
from a Hy(; {0-40 pM) standard carve. Results are expressed
as Hz(0; lewels in micromedar ().

Plasma THF«x Levels

The plasma levels of THFx were evaluated by nsing a human
cytomeiric bead array (CBA) cyiokone kit (BD Bioschences,
Braril) acoordimg to the masmfadorer’s instrocbons. Anahysis
was performed on a Facsclibur cytometer flow cyinmeter (BD
Binsciemces-Immueocytinmetry Systems). Resolis were caloulated
in CEA FCAP Armay software (ED} Bicsciences, Brazil} and are
expressed as pgfml

TRPA1 Expression on Peripheral Blood

For amalysis of huoman TRPAL expressiom on peripheral blood
leukocytes, samples were prepared and assayed in 2 commencial
enzryme-licked im=mnoscchent assay kil, accordimg to the
mznufactarer’s instructicss (Cloud-Clone Corp, Hoostos, TX,
USA). Briefly, samples were collected and the red bood cells
mh-.n:d.mltﬂeﬂljm Baffer (BI} Pharmimgen, Brazil).
Total keukocytes were then szparated by centrifiugation (30 min,
800 x gh resaspended in ice-cold phosphate-batfered saline
(PBS) amd ultrasonicated for four times. Cell hates were
cemtrifiuged { 10 min, 800 = g 4°C) ko remove cell debeis and kept
at —70={ for further analyss. On the day of the experimenis,
samples were defrosted and asayed Besults are expressed as
mamograms aof TRPAL per milligram of protein (ng'mg) im mch
sampde.

Flow Gy‘tumah‘rhnm

For Sow cylnmetry , peripheral blood samples underwent
red blood cell Iysis as previously described En'lh.:q'uuhﬁd.m
of TRPAL oo leakocyies. Single-cdll suspensioos were prepared
and cells were then stained with Trypan blue (Sigma- Aldrich,
Brazil} amd assessed for vizhility in 2 baemocytometer. Cells
(5 x 10%) were washed, resuspendsd im flow cptometry
baffer [(2% fetal calf serem {Invitrogen, Brazil) in phosphate
baffered safine-PES (Sigma-Aldrich, Braxil)], and staimed with
direcily oajogted moncclonal antbodies (BD BEiosciences
or eBwedences, Brazil): anti-CIM PE-Cys (clone RPA-T4),
ant-CD14 FITC {done 6103), an5-C01% FITC {done HIEDS),
ant-C025 PE (done BOSS; activation marker), anti-CIe
{done FNs0; achvalion marker), apti-CINZFT ATC {(done
eBicl s activaion marker), and-HLA-DRE PE-Cys (done
LK) In order to discriminate reguiainey T cells from activated
CD4* T cells, gates were placed on CD4HCDzsCInzr=~

and CIM*CDE*CDIPA® cell populations, respectively.

Events were aoquired on 2 BD) Acouri C6 (BD Biosciemces-
Immanocytometry Sysiems) and analyzed wsing Flow]o software
(Tree Star Inc). Addiiomally, ditferential cell populabons
|polymorphonuciear (PMNs) and monooodear cells] wers
identified by size and grasuolarty through fow cylometry.
Results are expressed as well as number of cells per mm”, except
for HLA-DR, expressed as mean flunrescence.

Data Analysis
[Mata are represemted a5 mean £+ 500 or madian and interquartile
mange (¥5-7sth; [QR), depending om their digtriboton
Accordingly, we msed parametric (ANOVA followed by
Bonferromi's test) or non-pammetnc (Kroskal-Wallis) tests io
determine the significance of diferences between groups in the
HAQ-DI and VAS pain scle scores; TRPAL 4-HNE, HzOs,
amd THFz levels; and lbeukocyte subpogulations. Comelations
between the diferent parameters were determimed mnsing
Spearman's rho. Slatistical analysis was undertaken using 18M
SP55 Sabistios 20. pvalues = 005 were considered statistically
significant.

RESULTS

Subject Characteristics

Data depicied om Table | shows that the aribritic population
primarily consisted of women (75%). Aleo, most of the recently
diagmosad arthritic patients (those receiving no specific treatment
with anti-rhenmatic drogs. N5T group) presented disease for
less than 10 years (B0%) whilst &0% of the patients nmder
treatment with LFN and 80% of the patients pnder treatment with
ADA had diseace symptoms for longer than 10 years. Swollen
joints were present in 90% of the recently diagnosed patients.
These patients also exhibited higher levels of C-reactive protein
amd rheumatoid factor. This symptom was les poticeable in
those taking either LFN (33.3% of the patients) or AT (20%
of the patients). The inddence of lomps and deformities was
higher in patients recefving LFW or ADA, in oomparisen with
patients racently diagmosed with RA. Nine women and st men
composed the population of healthy subjects, with an average age
of 388 £ 4.6 years.

TRPA1 Expression on

Correlates with Joint Pain and Disability

As shown in Figure 1, the N5T group presented higher levels of
joint paiz {VAS pain scals; Figare 14) and increassd disability
(HAQ) dizability imdex, HAQ-IM; Figure 1B} when compared
with bealthy subjects and patients treated with either LFN or
AN Pain and disability levels cormelated with TRPAL exprescion
levels om beukncytes (r = 0329 amd r — [L390; respectively;
P = 0L0S; Figare 10Y) as this receptor was markedly increased
11&%&@:“&5&55&5&?@3&1%“
inco with those of healthy sobjects and patients usdsr
LN or ADA therapy (Figare 1C). Healthy subjects and patients
taking LFN and AIPA expressed ~-50% less THPAL on their
leukooyies than those of NET patients.
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and disahality in BA pabents. To the best of our knowledgs, this
is the Eret stndy showing that patients recently diagnossd with RA
exprass increased levelsof TRPA | on their lenkooytes and that the
treatment with either LFM or ADA down-regulates this receptor.

Tramsiend receptor potential ankyrin 1 channels expressad
mmmﬂhwhmmﬂvwdd&ulmmt
tramsducers of paim sensabion (for review see Chen amd
Hackos, 2005). Racently, TRPAY was foond bo costribute bo

joint pain and inflammation in a2 muorine modsl of chroadc
arthritis induced by omplete Freund® adjpvant (Fermandes
et al, 3011; Horvith ot al, 2006). The dizcrvery of Snnctineal
TRPAL on cells located im the joints such a5 smoviocytes and
chomdrocytes (Kochmkoy & al., 2008 Nummenmaa « al., 201&),
in addition to its expressica oo immuone cells (Billeter et al,
2015; Bertim et al, 3006; Mendes o al, 2016} bave anvelsd
novel pathways on the peripberal modulaion of pain In a
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recent report, TRPAI expression on peripheral blood lenkocoytes
was found i be assocated with pain sestivity {fukenzg
et al, 2006} Indesd, patients with increased neoropathic
pain sympioms presesied with lower TEPAL mBENA levels
on their leukooyies. Similarly, Bell et 2l (z014) showed that
individuals with lower pain thresholds sxpress lower THPAL
mBMNA levels in peripheral tissues such ax the skin Here, we
show evidence om that TRPAL protein expresion is augmented
in RA patients with inceaced pain amd disability. Althongh
both newropathic and arthritic pain are of duonic nature,
the different remalis cbixined in these ctudiss may be due to
differences in TRPA] quantification (mBMNA x protein), length
of dizease and immunological components underlying these
pathologies.

Herz, TRPA] expression was analyzed by an enzyme-
linked imemnosorbent assay. Enryme-linked imemunosorbent
aszmays alow the simuManecns svaluation of many samples
to 2 givem protein with high semtivity, but their specificty

depends on asszy conditions O pole, their spedficity may
be mmpamable v those of wedlerm blot analysis for the
detection of protein expression; however, resslts cn differ
depending om the antigemic preparation wsed in the two assays
(Dittadi et al, 1993; Révélem o al, 2002 Lin et al, 2009).
[mportantly, THPA] expression was previonsly shown to be
increazad on lenkocyles such a8 monocytes and hmphocytes
in other infammatory conditioes induding in LPE challenge
and infammatory bowel disease (Billeter 1 al., 2015 Bertin
et al., 2016} It is possible that once increased, TRPA | expression
meotributes o the progressiom or oulcome of inflammatery
diseases.

4-HHNE and Hz0s Levels Are Increasad in
RA Patiants

The endogenously produwced cxidants &-HNE and H:(; are
suggested to playa rolein BA, contribubing to dis=ace progression
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(Remans & al, 2005 Yin et al, 2005). Recentdy, H,O, was
suggested to be oitical o T cell diferentiation (Abimammas
et al, 16} [ndeed, the drculating levels of reactive arygen
species such as Hypll, and superoxide were recently found to
hem:dmtjm:hutﬂnj:hﬂal 2016). Similarty,
4-HNE bevels are dlevated in LA patients (Loczj e al, 2006).
Both 4-HME amd Hz(y have been suggested ax binmarkers for
munitoring RA progresion and are known activadors of TRPAL
(Trevisani et al, 2007; Andemson e al, 2008; Bassac of al.,
10aE).

Here, 4-HMNE bvels were mised in RA. Mo sgmificant
differences ware found in the 4-HNE levals betwesn the arthrbc
groups, aithough a corrslation between the cinculating levels of 4-
HNE and disability was ohserved im the NET group ondy. Ouwr data
also show that arthritic patients prasented higher levels of HaOx
in their plasma, amd that this oxodant is reduced in RA patients
under ADA therapy.

Meither 4-HNE nor Ha(h were found 1o correlaie with the
TRPA expression on peripheral blood keukocytes or pain. [t is
pomsible that the ongoing oxidabive stress may not affect TRPAL
expression om these cells, and thus, may pot afect pain s=nsitivity
miediated by this chanme im BL&.

THFzx plays a central role in B4 pathophysiclogy, mediating
bome resorpiios amd joint pain amd infammation m BA. =
addition to coniribaling to extm-articolar disease (for review
see: Molomes ot al, 2006). Becepi evidence indicabes that
TRPA mediates THFe-indoced paim in vive (Fermandes o al.,
2011}, amd that this cytoldine eshances TRFAL expressiva oo
pon-neuronal cells (Bl Exnm et al, 2005). Thersfors, we
assassed the droulating levels of THPe in healthy subgacts
and in RA& patients. No diferences were obhserved between
the groups Of mote, we were mol able o defedt circulating
THFPze im 50% of the mmples obiained from NET pabiemts.
Althongh being important for the transtion of RA toward
chronicity, THFe levels may peak during the maintenance of
esiablished disease [Mclnmes e al, 2016). THFz levels were
mol correlated with amy of the parameters asceseed This may

be related to the fact this cyiokine was not detecied in all
patiemits.

The Comelation between TRPA1
Expression on Peripheral Blood

and Pain and Disability in RA
Is Associated with the Numbers of PMN
and Activation of CD14+ Calls
Oar data shones that the comelation betwesn TRPA] expression
on peripheral blood leukocytes, pain and disability in asthritic
patients is associated with the numbers of PMNs and with
the activation of CINA* cells. Horwith o 2l {2006) foend
that TRPAL ablatice decreasss acoamudhation izdn
the joints of animals with arthritis. Also, TRPAL was recently
shown o mediaie the acote infammatery responses mediated
by CD14* ik sch as macmophages (Mendes
et al,, 2015} and mowocytes (Billeter e al., 2015). Additionally,
the functicmal expresiom of TRPAL on CIM* lmphocytes
wx previously reported and the adtivation of this chanme]
was suggested to down-regulate T-cell mediated responses
in chromic inBsmmation (Beriim et al. 200&8). However, we
did oot observe any comeations between the droolating
hymphooyie subpepalations asd TRPAD exprestion or pain and
disabifity in arthritic pabients. Also, mo correlations were found
betwezn sobpopalibions amd the systemic levels
of & HNE and Hz0h. It is pomible though that lrmphocytes
lomied in to the joints differently influence RA
as this receplor may saffer the influence of a pletho of
infammainry molecles (Le. omidabive siress prodocts and
cytokines such as TWFo} releassd im higher levels in this
microemvimnmant.

We found that RA patients recesiving either LFN or ADA
presented lower sumbers of circolating PMMs asd lass acivation
of CD14% cells than those of the NST gromp. Both LFN and
ADA are able to directly suppress immuee ool profiferation
and migraticn i i the joints. LFN is ksewm o block T cell
proliferation by inhibiting dihydro-omiate debypdrogenase and
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the snthesis of pyrimidine (Fragoso and Eroolx, 2015), and
to redoce the sxpression of adhesion molemules on peripheral
blood monoeodear cells and their migration in i the inflamed
synovia (Grisar et 2, 2004). ADA was also shown to redoce
peripheral blood lenkeoyie (momocyies and PMNG) adhesios bo
the emdothelium (Rios-Navarro et al, 2015} Ishibitory effects
on T cell proliferation wia macrophage-depesdent mechanisms
were also observed for ADA (Ves et al, z001). Taking

reactive RA farther amplifying inflammation. Fizally, redmced
TRPAL expression in pabients treaded with either LFN or
ADA & acoompanied by reduction of the croolating PMN
population and dereased adtivation of CD14+ cells, thas
resulting in decreased pain and disability in RA. These
resalts that the activatioa levels of CDM4Y cells
and the cumbes of PMMs in the peripheral blood is
associated with TRPAL expressive amd this may impact RA

FTOEEEREion.
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ABSTRACT

Fheumatord arthnfis 15 a2 chrome disease of the joinfs, which causes pam and jomt
dizability. Anaenua 15 a frequent extra-articular mamfestation m rheumatoid arthritis,
affecting 30-70% of the patients; presenfing 2 negattve mpact on pafient’s quabty of
Life. Some of the dugs used m rtheumatond arthnbs treatment mmprove anaenma; but
Little 1s known on the benefimial effects of the antitheumatic leflunomude or the anh-
THFa adalmumab, m this parameter. We imvestigated the meoidence of anaemma m
rheumatod arthiitis patients treated or not with lefhmommde or adalimnmcb. We also
assessed whether anaemna comelates with disease actmity. Anaemmz was present in
patents who had just been dizgmosed with rheumatoid arthnts and had never taken
dizeaze modifving agents or iologicals (pon-specific therapy group). but not m those
taking erther leflunomuide or adalmmab. The erythrocyte sedimentaton rafe was
increased m patients with mon-specific therapy mn companson with those taking exther
leflumomide or adahmumab. Anzerma comelated wath mereased ervibrocyie
sedimentation rate. We suggest that leflumormde and adahrmzb may be useful m

treafing anasmia in patents with rhewmatold arthntis.
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1. Introduction

Fheumatoad arthrfis (FA) 15 a chromie disease of the joints, which causes pam and joint
dizabality. Thsease progression 1= charactenized by infra-aricular (paimm and loss of jomt
function) and extra-articular mamfestations of the disease. Anaermia 15 one of the most
commen manifestations of BA, affecting 30-70% of the patients, and 1t has been lmked

to reduced quality of hife (Song et al., 2013; Ganna, 2014

Alzo known as anaemia of mflammation, 1t can be tzgered by mereased release of
cytokmes. especially IL-6, m A patients. Indeed, cytokime gensration m EA has been
associated with decreased won avalability, and mncreased absorption and retention
within cells of the retculo-endothehal: m addifion to reduced oumbers of red blood
cells (for review see: Moreland and Cuarfis, 2009; Masson, 2011). Although lowenng of
haemoglobin levels was found not be assocated with chrome fahizue 1n BA patients,

this response has been huighly associated with disease achwity (Singh et al., 2014).

FA specific treatment compnises disease-modifying anti-rthewmate dmgs (DRAEDS)
and biologicals that aim to reduce joint inflammation and pain. thus attepuating disease
progression. Although therapy targets the intra-articular manifestations of disease, some
anfi-thenmatc dmgs are suggested to be useful o freating the extra-arbeular disease.
These include some anti-THFa inhibitors such as anakinra, ritwoamab (Myhill-Wahlin et
al, 2012) and etamercept (Calisto Perez et al, 2012); and DMARDs such as
methotrexate when used alone or in combinaton with a lological (Doyle et al., 2009).
Indeed these druzs were suggested to mprove haemoglobin levels, whilst reducing

rheumatod nodules,

The DMARD lefluinommde (LEN} and the anfi-THFe adalmmmazb (ATA) are cwnrenthy
usaed to treat BA in order to reduce joint pain and inflammaton. however, little 15 knowm
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on the beneficial effects of these dmps In Improving anaemia m BA patents. Here, we
mvestigated the moidence of anasmma i KA pabents treated or not with LFY or ADA.
We zlso assessed whether anaemma comrelates with different hasmatological amd

demographic parameters m these pahients.

1. Alaterial: and metheds

11, Patients

A total of 40 patients (men and women) aged = 30 vears and chmeally diagnosed with
FA, were recrinfed for parficipation m the study. Pahents mmeleded those who have just
been diagnosed with BA and but naive for DMARD: and biologicals {(n=10); patients
under LFN (20 mg'day. per oz, #=15) and patients under biclogical (ADA; 40 mg every
2 weeks, subcutaneously, n=15) therapy. Pafients presented a score = & on the 2010
ACR-EULAF. Classificaton Cnitenia For Rheumatoid Arthnfis as previously detailed
(Aletzha et al | 2010}, Healthv subjects (n=15) were used zs confrols and included thosa
who had o lnstory of recent infections, malignancy or other autoimmmme diseases and
no present or previous use of DAARD: bologicals or expermental dmgs. We
recorded demographics (age, gender and durabion of dizease), chmeal (number of
affected joints and presence or absence of rheumatoid nodules). and laboratory data. For
laboratory data collechon, five mulhhires (ml) of penpheral blood were collected from
each patient, in tubes confaming ethylenediamine tetrzacetic acid (EDTA), for analysis
of red blood cell mumbers, haemoglobin, haematoent and ervibrocyie sedimentation rate
(ESE). The study was reviewsd and approved by the Human Research Ethies
Commuttes of the Umversidade CEUUMA and was performed in complhiance with the
Declarestion of Helsmki A wmitten mfoomed consent was obtamed from each

participant.
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1.1, Data Analyzis

Data are represented zs mean + 5D Accordmply, we used parametnc (AMOVA
followed by Bonferrom s test) test to determune the sizmficance of differences betwesn
groups. Correlations between the different parameters were determuned using
Spearman = rho. Statistical analyvsis was undertaken using IBR SP55 Statistices 20, p

vahies = 003 were considered stafisheally sigmaficant.

3, EResults

3.1. Subject characteristics

The majonty of the arthntc population comprised of women (73%; 30 out of 40).
Arthritie pahents had an average age of 30 vears old, with those wnder anh-rheumatic
therapy presenting the lghest averages (mean + 50 were as follows: 40053 + £.4 for the
N5T group; 546 + 121 and 54.9 + 109, for the patients treated with LFN or ADA;
respectively). Recently diagmosed artlmtic patents (those receving no specific
treatment with anti-rhenmatic dmgs, N5T zZroup) presented disease for less than 2 years
{mean + 5D of 44.9 + §.0) whalst those under treatment with LFN or ADA had diseasze
symptoms for longer than 10 years (mean + 5D of 54.6 + 12.1 and 51.0 + 13.6; for LFN
and ADA patents, respectively). The mumber of swollen jomts was ligher in patients
recently diagnosed (11.0 + 2.7) in companson with those of patents under LFM (8.3 +
31) or ADA (7.3 + 2.9) therapy. The incidence of rheumatoid nodules was igher m
patients recerving LFMN or ADA (53% and 830%, respectively), in comparisen with
patients recently diagnosed (30%%) with EA The majonty of the subjects composmg the

population of bealthy subjects were women (73%0) with an average age of 40 vears.
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3.1, Treatment with either LFN or ADA attenuates anaemia in BA patients

As shown in Fizure 1A healthy subjects and A patients presented somlar pumbers of
red blood cells. However, the M5T group presented lower levels of hasmoglobin (15%)
m companson with those of healthy subjects (Figure 1B). A simlar reduchon was
observed for hematoent although this response was not sipnificant (Figure 1C). EA
pabients treated wath erther LFN or ADA presented hasmoglobin and bematrocrt levels
which were similar to those found in bealthy subjects (Figare 1B and C). Addinonally,
the M5T group exhibited higher ESE (16.7-fold merease) when compared with healthy
subjects (Fizure 10V, LFN or ADA admmistration in BA pahents decreased ESE. by
64% and 55%, respectrvely. Haemoglobin and hematoent levels strongly and positvely
correlated with the numbers of red blood cells i healthy subjects (r=0.946 for both
parameters; p=0.01), N5T group (=0.729 and =0.848; respectively, p=0.03), and
pabents recerving IFN (=0.839 and »=0.3]; respectively, p=2005) or ADA (=028596
and r=0.815; respectively, p=-0.05). Haemoglobin comelated with hematoent levels m
FA patients, but not healthy subjects. Comelations were r=0.628 (p=0.05), »=0977
(p=0.01) and +=0937 (p=0.01), for the NST, LFN and ADA groups; respectively.
Pozitve but weaker comelations were also observed between the mumbers of affected
joints and the levels of haemoglobin in the MNST and LFN zroups only (r=0.446 and
r=0.431, respectively). Mo sigmficant comelations were found between age. gender or

dizesse tinse and the evaluated haematological parametars in any of the groups.

4. Dhscussion
Anzemia 1= commeon m FA patients and it has been hnked with disease actmaty
(Sorymoerva, 2014). At least three pathophy=iological pathways are assoclated with thas

extra-articular mamifestation of FA | all invelvimg evtokine produchon. Indeed, mereased
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actvation of mBammatory cells dunng the establishment and progression of disease,
leads to an excessive produchon of cytokines such as THFa, IL-15 and IT-& (Mdoreland
and Curhs, 2009). In twn, these cyiokines act on eryvthropoietic progemitor cells
promoting haemoly=is and subsequent reduction in the pumbers of circulating red blood
cells (Papadaky et al., 2002; Masson, 2011). It has also been suggested that evtokme
production m KA leads to reduction in the avalability of won (Spivak, 2000; Masson,
2011). This response has been assocated with mereased produchon of lactofernn by
activated neutrophils and increased won absorphon and retenfion within cells of the
reficulo-endothehial system. leading to low cweulating won levels and low serum
binding capactty.

Although orzl wron supplementation may be economic and safe for treating B A-related
anzemia, only 30% of the pahents respond to this therapy (van Santen et al, 2014}
Fecent evidence has sugpested that freatment of wflammation self may mmprove
anzemmia in RA Indeed anti-TNF therapy (Papadaka et al., 2002; Cahsto Perez et al.,
2012; Sakthoswary et al., 2012; Furst et al., 2013) admunistered alone or combmed with
DMARD: (Dovle et al, 2009) are suggested to improve hasmoglobm levels m EA
However, hittle 15 known of LFM and ADVA effects on anaenma. Indeed. a smgle study
parformed by Sakthiswary and collaborators (2012) recently demonstrated that EA
patients freated with ADA exhibited mmproved levels of hasmoglobin. Here, we present
evidence on that both LFN and ADA treatments are able fo attenuate anaemia m RA
patients, denoted by increase m the levels of haemoglobin and decrease 1 the ESE. It s
important to lnghheght that these studies were performed 1n two very distimet populations
{Malay=ian x Brazihan), indicating that KA patients of different genetic backzrounds

may benefit of ADA effects on anzemia On the other hand, to the best of owr
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knowledge, we present the first evidences on that LFN may be useful in freating FA-
related anaema.

Additionally, none of the freatments affected the mumber of red blood cells. Indeed,
smilar mombers of red blood cells were observed m all tested groups. These data
suggest that anaemia in the evaluated patients 15 primanly related to increased irom
refention or absorphion within the rehculo-endothelial cells rather than haemolv=is of
erythropoietic progemitor cells.

We also found that the pumbers of affected joints wezkly comelate wath the levels of
haemoglobin mn the N5T group and in LFN- but not ADA-treated patients. Also, no
significant correlafions were observed between haemoglobin or ESE and the incidence
of rheumatoid nodules. We suggest that anzerua may comelate stronger wath other
markers of disease actmaty, such as rhewmatoid factor or C-reactive protein levels, paim,
dizability, amongst others. This hypothesis 15 supported by previous hiterature (Song et
al., 2013).

LFN or ADA effects on ansemia may be melated to their mhubitory achons om
mflammiation, mehidng on eyvtokine generation. LFM 15 known to block T eell
proliferation by mhobiting the synthesis of pyrimdine (Fragoso and Brooks, 2015), and
to reduce the activaton of penpheral blood mononuclear cells (Grisar et al., 2004).
ADA was also shown fo reduce penpheral blood leukocyte (monocytes and PRz
activation (Bios-MNavammo ef al., 2013) and to mhibit T cell probferation (Vos et al,
2011 All these suppressive effects on different cytokine-producing mflamatory cells
may in tum be responsible for the attenuation of the anasmia in BA patents treated with

LFHN or ADA.
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Cherall, we present evidence on that treatment with LFN or ADA mmproves anaemia o
EA, mm addition to attenuating intra-articular damage pain and disababity. Thos 1= of
importznee as not all BA patients respond to ron supplementation.
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Fizure Legend:

Figure 1. Penpheral red blood cells (A}, haemoglobin (B), hematoerit (C) levels and
erythrocyte sedimentation rate (DY) m patients with rheumatond arthntis (BA) treated or
not with either leflunomade (LFN: =15} or adalmmmmab (ADA; p=13), in companson
with patents recently diagnosed with A but not vet receiving specific treatment with
anfi-thenmatic dmgs (N3T group; #=10) and healthy subjects (p=13). Datz are
expressed as mean = SD. *p=0.05, differs from healthy subjects: *p=0.03, differ: from

the MN5T group.
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Figure 1. Peripheral red blood cells (A), haemoglobin (B), hematocrit (C) levels and erythrocyte
sedimentation rate (D) in patients with rheumatoid arthntis (RA) treated or not with either leflunomide
(LFN; n=15) or adalimumab (ADA; n=15), in comparison with patients recently diagnosed with RA but not
yet receiving specific treatment with anti-rheumatic drugs (NST group; n=10) and healthy subjects (n=15).
Data are expressed as mean = SD. *p<0.05, differs from healthy subjects; #p<0.05, differs from the NST
group
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5. CONCLUSAO

A artrite reumatoide € uma doenca auto-imune que frequentemente estd associada
a incapacidade progressiva, complicacoes sistémicas, morte precoce € impacto
socioecondmico. A causa da artrite reumatoide € desconhecida, e o progndstico € muitas
vezes imprevisivel. Muitos avangos aconteceram no entendimento da patogénese da doenca,
porém, a falta de resposta ao tratamento em muitos pacientes tém estimulado o
desenvolvimento de novas pesquisas em busca de novas perspectivas de tratamento, e dos

mecanimos associados a progressao da doenca. O presente trabalho concluiu que:

1-A expressdo de TRPA 1 em leucdcitos de sangue periférico esta aumentada em
pacientes artriticos ndo tratados com terapia especifica, e isto estd associado ao aumento do
nimero de polimorfonucleares e com a ativagio de células CD14™ assim também como com a

dor e com a disfuncdo articular;

2- O tratamento com Leflunomida e Adalimumab reduzem a expressiao do

TRPAT1, assim como a dor e a incapacidade associada a doenga;

3- O tratamento com Leflunomida e Adalimumab previne a anemia relacionada da
artrite reumatoide, sendo efetivos tanto no tratamento das alteracdes intra quanto extra

articulares decorrentes da doenga;

Por outro lado, ndo se sabe ao certo, como a expressao/ativacio do TRPA1 em
células do sangue periférico pode influenciar a anemia, nem mesmo a responsividade ao
tratamento. Ainda, o impacto da ativacdo deste receptor a nivel articular, permanece por ser

esclarecido.



